过去50年以来，肺癌逐渐成为主要的癌症死亡原因。虽然对肺癌治疗方法有了很大的改进，但肺癌的远期生存率依然很低。该病预后差，约80%的患者在确诊后一年内死亡^\[[@b1],\ [@b2]\]^。据美国癌症协会估计，90%以上肿瘤患者的死亡受不同程度的耐药影响。糖皮质激素如地塞米松（dexamethasone, DEX）被引入肿瘤治疗的原因包括：①对淋巴细胞有促凋亡的作用；②在治疗因肿瘤引发的水肿、炎症、疼痛及电解质失衡等方面起着积极的作用；③能减缓因肿瘤药物细胞毒性作用所引发的恶心和呕吐^\[[@b3]-[@b5]\]^。Herr等^\[[@b6]\]^报道了DEX能降低因抗癌化疗药物顺铂（cisplatin, CIS）诱导肺腺癌细胞株P693细胞内凋亡基因量的表达，并提高抗凋亡蛋白基因量的表达，使得CIS联合DEX的P693细胞生长速度比单独由CIS处理的P693细胞快得多。随后，其研究组对欧洲的肺癌原代细胞接受CIS联合DEX处理后发现，DEX能降低CIS诱导细胞凋亡的效果^\[[@b7]\]^。这一结果与早些时候观察到的DEX对淋巴细胞有促进凋亡作用相反^\[[@b8]\]^。而在我国肺腺癌化疗时，常规化疗方案中都含有一种铂类药物。因此，目前有必要评估DEX对肺腺癌细胞接受铂类药物如CIS的影响。本实验收集了自2008年3月-2008年9月间入住武警浙江省总队医院、并经病理学确诊为肺腺癌的10例中国人患者的肿瘤切除标本，并分离出其原代肺腺癌细胞，参照化疗药物CIS的临床浓度，经联合不同浓度DEX处理的细胞进行体外培养观察，以模拟肺腺癌细胞接受CIS化疗联合DEX治疗的效果。因原代细胞不适合凋亡实验的分析和长时间的培养，故本研究的肺腺癌原代细胞用细胞株A549细胞替代。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 临床资料 {#s1-1}
-------------

本研究自2008年3月-2008年9月之间，收集10例经临床和病理学诊断为肺腺癌的手术切除组织标本，其中男性6例，女性4例，年龄45岁-74岁，平均年龄61.7岁。病人从未接受过抗癌治疗。肺腺癌标本取材均经患者同意并获得武警浙江省总队医院医学伦理委员会的批准，根据WHO（2004）肺肿瘤组织学分类法和国际抗癌联盟（UICC）1997年修订的p-TNM分期标准包括肺腺癌Ⅱa+Ⅱb期10例（高分化4例、中分化6例）。10例肺腺癌病例按临床常规和WHO病理学标准进行肿瘤临床分期，见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。

###### 

10例肺癌病人癌组织学特征

Characteristics of lung tumour tissues from 10 patients

  Patient No.   Gender   Age (years)   Histological type (WHO)   pTNM
  ------------- -------- ------------- ------------------------- ------------
  1             Male     74            Adenocarcinoma            pT3N2M0 G3
  2             Female   70            Adenocarcinoma            pT2N2M0 G2
  3             Male     69            Adenocarcinoma            pT3N2M0 G3
  4             Female   45            Adenocarcinoma            pT2N2M0 G3
  5             Female   53            Adenocarcinoma            pT3N3M0 G3
  6             Male     62            Adenocarcinoma            pT3N3M0 G3
  7             Male     72            Adenocarcinoma            pT3N3M0 G3
  8             Male     58            Adenocarcinoma            pT3N0M0 G3
  9             Male     54            Adenocarcinoma            pT3N2M0 G3
  10            Female   60            Adenocarcinoma            pT3N2M0 G3

1.2. 人肺腺癌细胞株A549及培养 {#s1-2}
-----------------------------

无菌条件下，把人肺腺癌细胞株A549置于含有10%灭活小牛血清的RPMI-1640培养基（含100 U/mL青霉素和100 mg/L链霉素，pH值7.2-7.4）中，在37 ℃、5%CO~2~和相对湿度90%的培养箱中常规条件下孵育，隔日换液，取对数生长期的细胞用于试验。肺腺癌细胞株A549购自中国科学院上海生物化学及细胞生物学研究所细胞库。

1.3. 药物及仪器 {#s1-3}
---------------

实验所用的DEX、CIS和四氮唑蓝为美国Sigma产品，二甲基亚砜（DMSO）由苏州正兴化工研究所分装提供，Annexin V FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博生物有限公司，细胞培养板、酶标板购自无锡耐思生物科技有限公司，台盼蓝购自上海碧云天生物技术有限公司。实验所涉及的仪器包括：SW-LZ-2FO超净工作台、Forma3111型CO~2~培养箱、Olympus CK40倒置相差显微镜、BIO-RAD-Model 550酶标仪、德国Partec PAS型流式细胞仪等。

1.4. 原代肺腺癌细胞培养及DEX对CIS抑制肺腺癌细胞株A549生长的影响 {#s1-4}
---------------------------------------------------------------

取新鲜的肺腺癌手术切除的组织标本，撕碎后过100目铜网，滤过液300 g离心2 min，沉淀中加入20%灭活的小牛血清RPMI-1640培养液，37 ℃悬浮2 min-3 min，按上法离心，重复3次。然后用20%小牛血清RPMI-1640培养液重悬沉淀中的单个肺癌原代细胞。细胞悬液用0.5%台盼蓝染色，显微镜下检测活细胞数目为98%以上，再按上法离心后，用含20%灭活小牛血清的RPMI-1640配制细胞密度为5.0×10^5^个/mL的肺腺癌原代细胞悬液。96孔板每孔加100 μL原代细胞悬液，在37 ℃、5%CO~2~和相对湿度90%中培养。

在直径为3.0 cm细胞培养皿中，配制肺腺癌细胞株A549的细胞浓度为1×10^4^个/mL，于+/-DEX调至终浓度为1.0 μmol/L培养24 h，再经过+/-CIS 7 μmoL/L处理，并同空白对照组共4组培养2周和3周，培养条件为37 ℃、5%CO~2~和相对湿度90%。使用倒置显微镜拍照，并用0.5%台盼蓝染色，显微镜下记录活细胞数目，以对照组为100%，然后根据实验组活细胞数/对照组活细胞数×100%来计算不同实验组的细胞存活率。

1.5. 肿瘤细胞生长增殖试验 {#s1-5}
-------------------------

在96孔细胞培养板中每孔分别接种细胞密度为5.0×10^5^个/mL肺腺癌原代细胞，分别加入DEX调至浓度为0.1 μmol/L、1.0 μmol/L、10.0 μmol/L和空白对照，在5%CO~2~、37 ℃和相对湿度90%条件中培养24 h。然后再以+/-CIS调至终浓度分别为7.0 μmol/L、17.0 μmol/L和34.0 μmol/L处理。各浓度均重复8孔。实验中以含20%灭活小牛血清RPMI-1640的等量肺腺癌原代细胞作为对照。再把上述培养板于5%CO~2~、37 ℃和相对湿度90%中培养48 h后，采用MTT比色法检测A550 nm吸收值，并计算出不同浓度的CIS下对经DEX处理过的肺原代细胞的生长率，计算公式为：生长率=试验组A550 nm值/对照组A550 nm值×100%。

1.6. 流式细胞仪Annexin V-FITC/PI双标测定经CIS+/-DEX处理的肺腺癌细胞株A549的凋亡率 {#s1-6}
---------------------------------------------------------------------------------

把细胞株A549按2×10^5^个/mL接种于6孔细胞培养板中，按空白对照组、CIS组（17.0 μmol/L）、DEX组（1.0 μmol/L）和CIS（17.0 μmol/L）+DEX（1.0 μmol/L）组培养48 h，每组设3个复孔。经细胞消化、收集，将细胞悬液以300 g离心3 min，弃上清液，用PBS离心清洗3次，然后细胞沉淀用100 μL结合缓冲液混悬，向细胞悬液加20 μL Annexin V-FITC混匀后避光1 h在冰上孵育，然后再加5 μL PI混匀后在冰上孵育5 min，再加500 μL结合缓冲液上Partec PAS型流式细胞仪检测，记录细胞凋亡值。

1.7. 数据处理 {#s1-7}
-------------

采用SPSS 16.0统计学软件分析实验数据。肺癌细胞增殖试验A550 nm值以Mean±SD表示，组间比较采用*t*检验。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. DEX对CIS抑制肺腺癌原代细胞增殖效应的影响 {#s2-1}
---------------------------------------------

10例肺腺癌原代细胞经CIS+/-DEX处理后，根据MTT测定的结果绘制细胞培养增殖曲线见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。结果显示，在10例中国人源的肺腺癌原代细胞中，CIS能明显抑制肺腺癌原代细胞增殖，但在联合DEX处理下，CIS抑制肺腺癌原代细胞增殖的效应受到了不同程度的抑制。

![DEX对CIS抑制肺癌原代细胞增殖的影响（*n*=10）\
DEX promotes CIS-inhibited proliferation of primary lung carcinoma cells (*n*=10)](zgfazz-13-1-28-1){#Figure1}

2.2. DEX降低CIS诱导的肺腺癌原代细胞死亡率和增加生存率 {#s2-2}
-----------------------------------------------------

分离5号和10号病人被切除的肺腺癌的原代细胞并进行细胞培养，对培养2 d、4 d和6 d的细胞用0.5%台盼蓝染色后在显微镜下观测活/死细胞并计数，实验重复3次，结果如[表 2](#Table2){ref-type="table"}显示。可以看出，DEX能减少CIS诱发肺腺癌原代细胞的死亡率，相对增加其生存率。

###### 

DEX促进细胞增殖或抑制细胞死亡（*n*=3）

DEX promotes proliferation and inhibits CIS-induced death of fresh lung carcinoma samples (*n*=3)

  Patients No.   Treatment   2d                        4d                        6d                                     
  -------------- ----------- ------------ ------------ ------------ ------------ ------------ ------------ ------------ ------------
    No.5           CO        16.00±1.23   22.40±2.12                11.40±2.03   15.20±1.24                18.60±2.98   23.40±3.05
                   DEX       16.00±2.03   23.60±1.79   14.00±1.76   13.40±2.23   21.20±3.22   21.80±3.21                
                   CIS       6.40±1.25    25.20±2.36   4.80±2.19    27.40±1.79   6.80±3.38    28.60±3.69                
                   CIS/DEX   12.40±2.51   25.00±1.87   5.40±1.53    17.80±2.45   11.60±1.16   24.80±2.36                
    No.10          CO        17.20±1.13   16.00±1.78   12.4±1.93    14.40±2.37   13.60±2.17   18.40±2.77                
                   DEX       17.00±3.11   16.20±2.23   13.6±2.02    12.20±2.87   14.60±1.78   17.8013.41                
                   CIS       7.80±2.11    22.40±3.11   6.60±1.98    23.20±2.47   7.20±2.96    20.60±3.12                
                   CIS/DEX   12.80±1.98   19.80±2.45   7.80±1.43    22.20±3.12   14.20±3.72   18.60±2.98                

2.3. DEX干扰CIS抑制肺腺癌细胞株A549细胞增殖的影响 {#s2-3}
-------------------------------------------------

由于原代细胞不适合长时间的培养，本研究选用与肺腺癌相同的细胞株A549细胞替代原代细胞。[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}结果显示，单独接受CIS处理的A549细胞2周和3周后，出现大量细胞死亡；而CIS联合DEX处理的A549细胞，在2周和3周后细胞死亡率明显减少，相对细胞生存量较多，实验重复4次。[表 3](#Table3){ref-type="table"}结果显示，单独接受CIS培养的A549细胞生存率仅在35%-37%之间，而CIS联合DEX处理下的A549的生存率却高达54%-67%，这说明DEX能减弱CIS诱导A549细胞的死亡效应。

![DEX对CIS诱导A549细胞增殖的抑制效应（×200）\
The inhibitory effect of DEX on CIS-induced A549 cell proliferation (×200)](zgfazz-13-1-28-2){#Figure2}

###### 

DEX对CIS抑制A549细胞增殖率的影响

The effect of DEX on CIS mediated suppression of proliferation of A549 (*n*=4, Mean ±SD)

  Drugs                           Incubation time      
  ------------------------------- -------------------- -------------------
  -DEX, -CIS                      100%                 100%
  1.0 μmol/L DEX                  1 21.04%±5.52%^\*^   131.32%±2.10%^\*^
  7.0 μmol/L CIS                  35.22%±3.02%^\*^     37.22%±2.39%^\*^
  1.0 μmol/L DEX+7.0 μmol/L CIS   67.17%±5.17%^\*^     54.17%±1.94%^\*^

2.4. DEX对CIS抑制肺腺癌细胞株A549细胞凋亡效应的影响 {#s2-4}
---------------------------------------------------

在A549细胞培养48 h后，经流式细胞仪记录结果如[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}所示，QA1为早期凋亡细胞群，QA2为晚期凋亡细胞群，QA3为活细胞群，QA4是死亡细胞群。空白对照组、DEX组、CIS组和DEX+CIS组的早期凋亡率分别为4.9%、4.38%、44.09%和19.69%；晚期凋亡率分别为0.98%、0.6%、4.93%和3.68%。QA4是死亡细胞群，用以排除已死亡的细胞对受化疗药物引发凋亡的细胞检测结果的干扰，即排除假阳性。结果说明DEX能明显降低CIS诱导A549细胞的早、晚期凋亡效应。

![流式细胞仪测定CIS联合DEX处理肺腺癌细胞A549体外培养48 h的凋亡率\
The apoptosis rate of A549 cells *in vitro* treated with CIS+/-DEX for 48 h by flow cytometry](zgfazz-13-1-28-3){#Figure3}

3. 讨论 {#s3}
=======

铂类药物如CIS是临床上最为常用的抗癌化疗药物，CIS进入癌细胞后与细胞内DNA分子形成链内或链间交叉联接，导致DNA分子复制障碍，以此抑制肿瘤细胞的增殖^\[[@b9]-[@b11]\]^。糖皮质激素如DEX被引入肺癌辅助治疗，是由于它对淋巴细胞有着促凋亡和抗增殖的作用，还能减轻肺腺癌化疗引起的毒、副反应和肺腺癌自身引起的其它不良症状。中国人肺腺癌接受化疗时，一般采用DEX协同铂类抗癌药物如CIS治疗^\[[@b12]\]^。国内有研究^\[[@b13]\]^小组利用小鼠动物模型就缺氧诱导因子-1α对肺细胞生长、分化及对血管内皮生成因子等的表达进行了系列研究，并通过DEX降低胞外信号调控激酶介导的信号转导来抑制缺氧诱导因子-1α的表达，其抑瘤机制是DEX通过诱导MKP-1增加从而降低了VGEF的表达，减弱了有助肿瘤滋养的血管生长，因此产生抑制癌组织生长的可能。国内有综述^\[[@b14]\]^报道糖皮质激素有助于肺癌的化疗效应，其理由是糖皮质激素增加了细胞内P21和P27的表达，以此提高了P53对细胞周期的调控，引发肿瘤细胞的凋亡。

但有研究^\[[@b6]\]^表明肺腺癌细胞株P693细胞在CIS联合DEX处理后，DEX不仅能降低细胞的凋亡蛋白CD95L、caspase-9等的基因表达，而且还增加了抗凋亡蛋白BCL2和*XIAP*基因的表达，因此，DEX抑制了化疗药物CIS诱导的肿瘤细胞的凋亡。令人感兴趣的是，糖皮质激素如何通过介导肿瘤细胞对肿瘤化疗产生抑制作用。有研究^\[[@b15]\]^证实这与肿瘤细胞内糖皮质激素受体的特异性相关，其一种解释是在不同类型细胞内受体存在共同激活或抑制作用的差异性。Wu等^\[[@b16]\]^在比较乳腺癌细胞株的基因表达中发现，DEX通过增加MKP-1蛋白的表达，降低CIS诱导细胞内JNK蛋白活性表达而消弱细胞凋亡的效应，其机制涉及不同基因序列调控位点、细胞内信号的转导、代谢、细胞周期和DNA的修复等方面，最终能使凋亡蛋白的最终信号cleaved caspase-3片段表达明显下降。另外，对于肺腺癌治疗，糖皮质激素能否诱导细胞凋亡或增殖，肺癌患者存在病因、种族和组织等的差异性，可能与细胞特异性的转录调控有关^\[[@b8]\]^。

本研究中，10例经病理学确诊为肺腺癌患者的原代细胞，接受不同浓度的CIS联合DEX处理，通过MTT方法检测肺腺癌原代细胞的增殖状况，[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}结果显示DEX可降低细胞增殖受CIS抑制的效应。在肺癌组织的5号和10号标本中分离出的肺腺癌原代细胞，单独接受CIS处理的实验组出现大量的细胞死亡；与CIS联合DEX处理的实验组相比，其结果如[表 2](#Table2){ref-type="table"}所示，DEX能减少CIS引发的死亡量。由于肺腺癌原代细胞不适合长时间的培养和细胞凋亡率的检测，本实验选用了人类肺腺癌的A549细胞株代替原代细胞进行了研究，结果如[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}和[表 3](#Table3){ref-type="table"}所示，单独接受CIS处理的A549细胞2周后，细胞死亡率达65%左右，3周后细胞死亡率则降低；相比CIS联合DEX处理的A549细胞，在2周和3周后细胞死亡率明显降低。同样，用流式细胞术检测结果如[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}显示DEX能明显降低CIS诱导的细胞凋亡率。

近期有研究^\[[@b17]\]^表明糖皮质激素能诱发增加肺腺癌细胞株A549的人类多耐药基因*MRP3*的高表达，使得肺腺癌细胞产生化疗耐药。因此，结合本实验的研究结果，提示有必要在中国人种的肺腺癌治疗中再进行大量的类似本实验研究，确定糖皮质激素对中国人群的肺腺癌化疗影响是否存在着广泛地降低CIS抗癌效应，或者采用非类固醇类的药物协同抗癌药物进行化疗，以比较联合糖皮质激素的化疗效应。
